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グリコチアミンを尿素とグリシンに水解する酵素グリコチアマ{ぜに関する研究は従来臓器
酵素によって読みられた。 Edlbacher(1)， Edlbacher，Bonem'仰はグリコチアミンが肝酵素
によって水解されるを認めることが出来なかったが，辛島。)， Felix，Schneiderくりは肝酵素
によりグリコチアミンが水解され尿素の生成されるを報告した。その後， 小林(5)は肝及び腎
捺糖浸出液を用いてグリコチアミン水解実験を詰み，グリコチアミンは臓器酵素により水解さ
れなし、，また少くとも水解を蒙り難いと報告した。著者は教室におけるグアニヂノ化合物研究
の継続として強力なグリコチアミン水解酵素をf-写る目的を以って実験に着手した。しかし，上
記の如くグリコチアミンの水解については諸家によりその成績が甚しく具るため細菌酵素を供
誌することとした。 Dubos，Millerく63，宮下のはクレアチニン培地に特異的に発育せしめた土
壌菌中には適応的に強力なクレアチニン水解酵素が生成されると報告しているから，これに準
じてグリコチアミンのみを C 及び N 源として増殖する土壌菌を分離した。この菌は適応酵
素としてグ、リコチアミン水解酵素を含むO なお，期待し得るようにこの菌はクレアチン水解酵
素を欠くが，図らずも構成酵素として赤松，金井(8〉，宮下(7)の報告せるクレアチン宇ごさクレア
チニン相互移行作用を営む醇素クレアチノムグ{ゼとグリコチアミデンをグリコチアミンに水
解する酵素グリゴチアミヂナ{ゼとを含むことを認めた。 
実験之部 

I 基 質
 
1. グリコチアミ-:/ Sieber，Nencki<りの方法に
より合成した。 2230C褐斐， 2500 C黒斐 
2. アルギニ γ塩酸塩融点 2160C 
3. 	 アルギニシ酸 Felix，M凸ller(10) の方法によ
り合成した教室保存の標品を用いた。融点 2230C 
4. 0;-グアニヂノ・プロピオシ酸 Ramsay(l1)の
方法により合成した教室保存の標品を用いた。融点
2320 C 
5. トグアニヂノ・プロピオン酸 Mulder(坊の方
法により合成した教室保存の標品を用いた。 融点 
2080 C 
6. グリコチアミヂン塩酸塩 Schmidt(13)の方法
により宮下が合成せる標品を用いた。融点 2050C 
7. グレアチこノ 武田の製品を用いた。 
8. グレアチニソ 武田の製品を用いたo 
E 菌の分離
グリコチアミシのみを C及び N源として増殖す
る菌を千葉市内の土壌中より次の如〈分離した。土
壌約 20gを 20m1の誠菌蒸溜水にて浸出， 穂過
し， 穂液 1mlを 0.4%グリコチアミソ添加 M/25
燐酸塩混液培地 (pH7) 10mlに加えて 270Cに
放置した。数日後菌膜を作って増殖せる菌を同一液
体培地に 3回継代培養し， 続いて後述するグリコ
チアミ y平板培地に移して分離培養を行い，最も強
きグリコチアミン水解酵素を含む菌一株を分離し 
た。 
この菌はグラム陽性の球菌にして葡萄状排列を示
L，緊落は円形，Ji状，帯黄白色にして告を光を発す 
る。また，この菌はグレアチyまたはグリシシのみ
を有機成分とする培地にもよく発育する。なお，こ
の菌の発育はストレプトマイシンにては阻止されな
いが，ペニシリシにて完全に阻止される。
グリコチアミシ寒天培地の組成は下記の如くであ
るカむ菌株は 2週間毎に植え継ぎ氷室に保存した。
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グリコチアミシ寒天培地の組成
4g 
:…アミソ 400mlM/lO燐酸塩混液
水道水 600ml 
核酸 19 
寒天 30g 
E 菌浮活字液 
270 Cにて 18時間増菌せしめた斜面培地に誠菌
蒸溜水 5mlを加え，白金:耳にて菌体をかき落し均
等な菌浮潜液を作る。この菌浮説i夜をグリコチアミ
ン平板培地 7枚に分注し， 370 C 18時間増菌せしめ
る。次いで， 菌を蒸溜水にて洗い落じて集め 3000
問転 30分間遠心して得た沈澄を兎に蒸溜水にて 3
間遠心洗樵を繰返し，沈そ査に 10容の蒸溜水を加え
て均等な菌浮潜液をイ乍った。この菌汚・前液に含まれ
る乾燥菌量は約 10mg/mlである。
また後述の如くグリコチアミ y培地増殖菌をクレ
アチシ及びグリシン培地に移植し，継代培蓑=して適
応せしめたのち菌浮洗液を作り実験に供した場合も
あるが，この際の操作もグリコチアミソ培地増殖菌
におけると同じである。なお，グレアチユ/及びグリ
シシ培地の組成は上記グリコチアミ Y培地の組成に
あいてグリコチアミンのイtりにクレアチゾまたはグ
リシ Y 4gを加え，核酸を除いたものである。
;町定量法 
oxineを用いる坂口の新法(14)にもとづき，被検
液1.0mlを目盛付試験管にとり水を加えて 5ml
とし， 氷冷しつ). 0.02 % oxine-アルコール液 
1ml， 10%苛性ソーダ 1mlを加え， 2~3 分後 
Hypobromite数滴を滴下し， 20秒後に 40%尿
素液 1mlを加え， さらに 1分後水にて稀釈して
全量 13.0mlとする。 発現せる赤色液のl毘光係数
を Purflich氏光度計 (FilterS50) ~こて測定する。
既知濃度のグリコチアミン溶液での定量試験の結果
は第 1表に示す如く吸光係数は濃度に比例する。
第 1 表
り定量した。既知濃度のこれら諸溶液で吸光係数は
濃度に比例した。 
3. クレアチニシ (Cin)，グリコチアミヂユ/(Gdn) 
の定量 
Ja旺e反応を利用せるLieb，Zacherlの定法くり
によった。既知濃度のグレアチニシ及びグリコチア
ミヂン溶液で、の定量試験の成績は第 2表の如く吸
光係数は濃度に比例する。
第 2 表 
i川川門叱町//川/ 
Cニl;:;:;|:2Zi::;|;:; 
4. 	 アシモニアの定量
赤松，勝叉法(叫によった。既知濃度の硫安溶液
で第 3表の如く吸光係数は濃度に比例する。
第 3 表
一「古川 M/4C100ナヨ/20川
硫ー安 J 0.088 1 0.172 J 0抑 l o回 7 
5. 尿素の定量
ウレアーゼ法を用い，遊離せるアンモニアを赤
松， 勝又法(15)によって定量した。 
V アセトジ粉末
アセトン粉末は 3恒!遠心洗糠せる菌体に 30容の
アセト Yを加え可及的速かに撹持耀過し室温で乾燥
させて調製した。
このアセトン粉末 0.1gにつき 10m1の割に M/lO
第二燐酸ゾーダを加え，飽和茨酸ソ{ダを滴下して 
pH 9に柿正し 30分間振渥後一晩氷室に放置し，
遠心分離して殆んど透明な浸出液を得，これにM/lO
第一燐酸カリを加えて pH7に補正し浸l!flグリコ
チアマーゼ液として用いた。また，酵素浸出に pH 
7の M/10燐酸塩混液を用いても透明なる抽出液を
得るが，その酵素力は pH9浸出の場合に劣るの
なお，菌の自家消化液はグリコチアマーゼ作用を有
しない。
2. アルギニユ/，アルギニン酸， (1(及びトグアニヂ
ノ・プロピオy酸の定量
坂口反応陽性物質たるアルギニ Y， アルギニン
酸，	 α及びトグアニヂノ・プロピオン酸はU、づれも
グリコチアミンの場合と同じく撮作し坂口新法によ
である。すべてトルオールを重畳した。実験温度は 
370 Cである。試験液組成は下記の如く，盲検とし
ては基質液の代りに水を加えた。
2.0ml 
(基質液
酵素液 2.0ml 
緩衝液 6.0ml 
‘匙
「瓦五λ一…而い副l瓦i 川∞00	-T~~-;瓦司丙而∞剛別削州00-0r: J一000 刷2ωM/川8
1O燐酸塩混液M/のpH 7実験に用いた緩衝液は白鰯	I什8410ω側0ω捌 0.171 j0以 J 0.665 
町実験方法
G臼n
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坂口反応陽性物質の定量の場合は試験液に等量の
10%三塩素酢酸を加え， またアンモニア及び尿素
の定量の場合は試験液を沸騰水中にて 10分間加熱
し酵素作用をとめたのち遠心しその上清液を用い
た。なお，坂口新法による定量の場合には被検液中
に含まれる三塩素酢酸を予め 10%苛性ソーダで中
和することは云うまでもなし、。
実験成績
1. 菌浮灘液によるグリコチアミシ水解の至適酸度 
至適酸度は第 4表の如く pH7である。

第 4表 グリコチアミ -:/71<解至適酸度
 
pH ァk 解 度 
5 
6 
7 
8 
9 
初期基質濃度 MIlOoρ 
トルオ ~J~重畳
10.6% 
14.0 % 
54.6% 
37.4% 
31.2 % 
実験時間 4時間，
2. 菌浮揚:液及、びアセトン粉末浸出液による諸種グ 
ァニヂノ化合物の水解
第 5表の如く菌浮訴液はグリコチアミシを水解 
して尿素及びアンモニアを生成するほか，アルギニ
シ酸， s-グアニヂノ・プロピオ Y酸を弱く水解する
が?アルギニユ/，小グアニヂノ・プロピオソ酸，グ
レアチ-:/CC)，グレアチニシを水解しなレ。アセト
シ粉末第二燐酸ソーダ浸出液はグリコチアミ Yのみ
を水解し，その他の供試グアニヂノ化合物を水解し
なし、。 
3. 	 菌浮液による C字三 Cin相互移行反応並びに
グリコチアミヂンの水解
グリコチアミシ分静性土壌菌は第 5表の如くク
レアチ Y及びグレアチニン溶液から尿素を生成せぬ
が，グレアチユ/及びグレアチニゾ溶液に菌浮活字液を
作用せしめた後に Ja百e反応によりグレアチニソ
合量を測定すると，グレアチY試験液ではグレアチ
ニYの生成を，グレアチニシ試験液ではその減少を
認めた。従って，この菌が C字三 Cin相互移行作
用を有する酵素グレアチノムターゼを含むことが明
らかとなった。 また菌浮活字液をグリコチアミヂソ
溶液に作用せしむるとグリコチアミヂゾの滅少が 
Ja百e反応により認められた。 その成績を第 6表
に示す。
第 5表諸グアニヂノ化合物に対する71<解作用
基	 質 菌浮、昨液 アセトン粉末浸出液|定 量 法
1<解100% 7 (1 
グリコチアミン<121.8 % NH3空成 
(1長76.7%尿素生成
ア ル ギ ニ ソ |水解せず
アルギニン酸 I11.8 % 71<解
ルグアニヂノ・プロピオシ酸|水解せず
トグアニヂノ・プロピオシ酸 I12.7% 71<解
グ レ ア チ ン|水解せず、
グレアチ ニ -:/ •1 水解せず
長ウレアーゼ作用前後の総 NH3量の差から算出した。 
93.5 %水解
水解せず
水解せず
水解せず 
71<解せず
水解せず、
水解せず
坂口法
赤松・勝叉法
ウレアーゼ、法
坂口法
坂口法
坂口法
坂口法
ウレアーゼ法
ウレア{ゼ法
試験液組成 : M/200基質 2.0ml十菌浮、滋液 2.0m!(またはアセトン粉末浸出液 5.0m1)+燐酸塩
混液 6.0m1(または 3.0m1)
実験時間 24時間， pH 7， トルオ ~l~重畳
第 6表菌浮滋液のグレアチノムタ{ゼ，グリコチアミヂナーゼ作用
基 質 1 24 時 間 
Gn 残存 Gn 0% 
C 生成 Cin 11.5% 
Cin 残存 Cin 85.6% 
Gdn 残存 Gdn 90.3% 
48 時 間 
生成 Cin 20.0% 
残存 Cin 77.6% 
1'2 時 間 定量法
生成 Cin 25.0% 
残存 Cin 69.0% 
残存 Gdn 84.0% 
坂口法 
Ja旺e反応 
Ja任e反応 
Ja旺e反応
初期基質濃度 M/lOo，但し Gnのみは M/1000，pH 7. トルオ~ 71-重畳
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第 7表 グリシシ培地増殖菌のグリコチアマ ゼ，グレアチノムターゼ，グ PコチアミF
ヂナーゼ作用
菌 浮 活字 液 ベニシ!l Y 添加菌液
定量法基 質
24 時 間 72 時 間 24 時 間 72 時 間 
Gn 残存 Gn 98.7% 
C 生成 Cin 8.2% 
Cin 残存 Cin 90.6% 
Gdn {残存 Gdn侃
|生成 Gn 3.7% 
残存 Gn 95.4% 残存 Gn 97.5% 
生成 Cin 19.4% 生成 Cin 23.2% 
残存 Cin 76.1% 残存 Cin 75.2% 
残存 Gdn 91.0% 残存 Gdn 93.0% 
生成 Gn 8.0% 生成 Gn 5.4% 
残存 Gn 101.1% 坂 口 法 
生成 Cin 34.8% Ja旺e反応 
残存 Cin 61.9% Ja妊e反応 
残存 Gdn 88.9% Jaffe反応
生成 Gn 9.4% 坂 日 法
初期基質濃度 M/lOO，但し Gnのみは M/1000pH 7， トパオール重畳
なお， 550 C 30分間加熱ぜる菌浮討す液を用いた
場合もその活性度を全く減ずることなくグリコチア
マ{セ、ングレアチノムタ{ゼ〉 グりコチアミヂナ{
ゼ作用が認められた。 
4. グリシン培地増殖菌のグリコチアマーゼ，グレ
アチノムタ{ゼ，グリコチアミヂナーゼ作用につい
て
グリコチアミ y適応土壌菌をグりシン培地に移植
し継代培養後その菌浮説液を作り， グリコチアミ
ン，クレアチユ/.グレアチニン， グ、リコチアミシチ、
に作用させた。なおこの際酵素実験初期に基質適応
性酵素新生の可能性を除外するため，予め菌浮潜液 
2.0ml ~，こっき結晶ぺニシ!l y G 1万単位を加え， 
370 C 1時開放置して菌の増殖を完全に阻止した菌
液を用いる実験も行った。その結果は第 7表の如
くペニシリン添加の有無にか Lわらずグリコチアミ
ン水解能は認、められず，グレアチノムターゼ作用は
依然として証明された。なお，第 6表に示された
るグリコチアミヂユ/の減少 CJa百e反応〕はグvリシ
ユノ培地増殖菌を用いた実験においてもまた認められ
ると共に坂口反応の出現を認めた。これによりこの
菌がグレアチノムターゼのほか， グリコチアミヂy
ー+グリコチアミン作用を有する酵素グリコチアミ
ヂナーゼを含むことが明らかとなった。 
5. グレアチン培地増殖菌のグリコチアマ{ゼ，グ
レアチノムターゼ， グリコチアミヂナ{ゼ作用につ
いて
グリコチアミン分解性土壌菌をグレアチユ/培地に
移植し継代培養を続けてクレアチンに適応せしめ
た。このとき菌のグリコチアミン水解能は消失し，
グレアチン及びグレアチニンから尿素を生成する酵
素が新生しeた。このグレアチン培地増殖菌を 550C 
30分間加熱してグレアチン， ~ケレアチニシ水解能
を除いた加熱菌浮、砕液を用いて各酵素作用を検討し
た。 その結果は第 8表に示す如くグリコチアミソ
培地増殖菌に比しグレアチノムターゼ及びグリコチ
アミヂナ{ゼ作用の増強を認めた。
第 8表 グレアチン培地増殖菌のグリコチ 
アマーゼ，グレアチノムターゼ，
グリコチアミヂナ{ゼ作用 
基 18 時 問 定量法
Gn 残存 Gn 98.4% 坂 1 口 法
C 生成 Cin 42.5% Ja旺e反応 
Cin 残存 Cin 48.5% Ja旺e反応
残存 Gdn 63.0% Ja旺e反応
生成 Gn 34.4% 坂 口 指
初期基質濃度 M/100，但し Gnのみは M/IOOO 
pH 7， トルオー;1..-重畳
者 按
著者が土壌中からグりコチアミシのみを C 及び 
N 源として分離したグ Pコチアミン分解性土壌菌
は至適酸度 pH7におし、てグリコチアミンを水解
して尿素及びアンモニアを生成する。従ってこの菌
はグリコチア {yをグリシンと尿素に水解する酵素
グリコチアマ{ゼのほかに生成尿素を水解するウレ
ア{ゼを含む。さらにこの菌を 550C 30分間加熱
しても依然グリコチアミン水解作用が見られ， グリ
コチアマーゼ、の耐熱性なることが認められた。これ
はクレアチン，グレアチニン水解酵素が非耐熱性で、
あるのと対照的である。またこの菌浮務液はグ Pコ
チアミジのほかアルギ、ニン酸，トグアニヂノ・プロ
ピオン酸を弱く水解するが，そのアセトン粉末第二
燐酸ソー〆浸出液はグリコチアミシのみを水解しア
ノLギ二人アルギニン酸， (x及びトグアニヂノ・プ
ロピオユノ酸を水解しなし、。さらに，この菌はクレア
チン，グレアチニンを水解して尿素を生成せぬカむ 
グレアチ Y字企グレアチニン相互移行作用を営み，
またグリコチアミヂンの Jaffe反応呈色を減少せし
一570ー 千葉医学会雑誌 第 30巻
める。従ってグリコチアミニ/培地増殖菌にては宮下
仰の報告せる相対的適応によりグレアチノムタ{
ゼとグリコチアミヂナーゼ、とを産生するのではない
かと一応は考えられたが，この菌をグリシユ/または
グレアチン培地に増殖せしめると， グリコチアマ{
ゼ作用が消失するにか Lわらず，グレアチノムタ{
ゼとグリコチアミヂナ{ゼとの作用が認められた。
このことから著者が供試せる菌が有したクレアチノ
ムターゼとグ Pコチアミヂナーゼとは相対的適応に
より産生されたものではなく，この菌株が生物的に
構成酵素として保有してし、るものである。またグリ
総
コチアミ y培地増殖菌をグリy://培地，グレアチソ
培地に移植するとグリコチアマーゼ作用が消失する
から，この菌のグリコチアマーゼは適応酵素である
ことが明らかである。これによりグレアチノムタ戸
ゼ、はグレアチンまたはグレアチニン非分解性土壌菌
にも含まれることが確認された。また， グリゴチア
ミヂンをグリコチアミシにJ.K解する酵素がクレアチ
ノムターゼ作用に伴って認められた成績は赤松，宮
下くりのグレプチノムタ{ゼを含む菌はグリコチアミ
ヂナ{ゼを有するとの報告と一致する。 
1) グ、リコチアミンのみを C及び N源として増殖する土壌菌の一株は至適酸度 pH7に
おいてグリコチアミンを水解して尿素を生成するO 
2) 菌のアセトン粉末を第二燐酸ソ{ダで浸出して得られる透明なグリコアチマ{ゼ液はほ
かのグアニデノ化合物を水解しなし、。
め この菌は適応酵素としてグリコチアマ戸ぜを含むほかに，構成酵素としてクレアチノム
ダ戸ゼ及びグリコチアミヂナ{ぜを含む。
本研究は文部省より赤松教授に与えられた科学研究費によって行われた。終始御懇篤なる御指導
を賜わった赤松教授に対し深甚なる謝意を表す。
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